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RESUMO

As espécies da familia Aristolochiaceae ocorrem em regifes tropicais, subtropicais e
temperadas. Apresentam caracteristicas marcantes, como a presenca de flores com
simetria irregular. E distribuida em oito géneros e cerca de 624 espécies, dentre elas 30
espécies de ocorréncia no Nordeste brasileiro. O nUmero cromossdmico basico proposto
para Aristolochia é x = 7, com variagdes no nimero cromossdmico. O objetivo do
trabalho € determinar o numero cromossémico e a composicdo e localizagdo da
heterocromatina em espécies pertencentes a familia Aristolochiaceae através do
bandeamento cromossémico com os fluorocromos CMA/DAPI. Para analise
cromossémica, pontas de raizes foram coletadas e pre-tratadas com 8Hq por 24 h a 10°C,
posteriormente, fixadas em Carnoy e as laminas preparadas pelo método do esmagamento
em acido acetico 60%. As laminas foram coradas com os fluocromos CMA/DAPI e as
melhores metéfases foram fotografadas em fotomicroscopio Zeiss. Foram analisadas duas
espécies de Aristolochiaceae: A. gigantea Mart. e Aristolochia sp., ambas as espécies
apresentaram numero cromossdmico correspondente a 2n = 14. A composi¢do da
heterocromatina foi composta por ricas regides de GC. Em A. gigantea, foi observado
quatro bandas CMA*/DAPI" nas regifes terminais dos cromossomos. J4 em Aristolochia
sp., observou-se quatro bandas terminais CMA*/DAPI" e duas bandas CMA*/DAPI® na
regido pericentromérica dos cromossomos. Assim, este estudo mostra 0 nimero basic x=
7 é frequente em estudos citogenéticos de outras espécies do género e a analise
citogenética de mais espécies da familia Aristolochiaceae proporcionard o melhor
entendimento sobre a sua variagdo cromossdmica e suas relagbes evolutivas e
filogenéticas.

PALAVRAS-CHAVE: Aristolochia, Heterocromatina, Nimero cromossémico
1. INTRODUCAO

A familia Aristolochiaceae esta presente em diversos lugares do planeta, em
regides tropicais, subtropicais e temperadas, como é o caso do Brasil, Haiti e Republica
Dominicana, apresentando caracteristicas marcantes (FERNANDES et al., 2021). A
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familia apresenta oito géneros e cerca de 624 espécies (THE PLANT LIST, 2022),
apresentando maior diversidade em regides tropicais. As plantas desta familia apresentam
caracteristicas morfoldgicas distintas e visualmente marcantes, em razdo, principalmente,
do formato de suas flores, com simetria irregular, sendo um atrativo visual.

No Brasil, esta presente de Norte a Sul do pais, com presenca nos estados de Mato
Grosso de Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Parand, Goiés, Espirito Santo, Sdo Paulo,
como nas regides Norte e Nordeste (CAPELLARI-JUNIOR, 2002). No Nordeste,
ocorrem cerca de 30 espécies, que ocupam a Caatinga, Floresta Ombrofila Densa,
Floresta Estacional Semidecidual e Cerrado (BFG, 2018). Apesar de sua diversidade no
territério Nacional, é na Mata Atlantica em que se concentram 0 maior numero de
espécies de Aristolochiaceae, contabilizando 49 (REBOUGCAS et al., 2020).

Filogeneticamente, a familia é considerada monofilética, onde estudos
moleculares anteriores de Aristolochia s.l. usando o gene matK do cloroplasto para cerca
de 60 espécies revelou que o género é monofilético, e inclui duas linhagens e varias
sublinhagens (MURATA et al., 2001). Os resultados foram quase congruentes com a
classificacdo de Gonzalez (1999), mostrando a monofilia dos dois subgéneros
Aristolochia e Siphisia, e a monofilia da maioria das sec¢des, subse¢des, e séries no
subgénero anterior.

O numero cromossdmico € um caractere valioso para caracterizar clados em
Aristolochia s.I. Sugawara et al. (2001) mostraram que a distribuicdo do numero
cromossdémico também corrobora com o sistema de Gonzalez (1999). De acordo com
Grant (1982), o nimero basico em Aristolochia deve ser x = 7, com varia¢do no nimero
cromossémico atualmente conhecido € muito maior do que antes (2n = 6, 8, 10, 12, 14,
24, 26, 28, 32, e 36) e a distribuicdo desses numeros na arvore filogenética é bastante
complexa (OHI-TOMA et al.,, 2006). O subgénero Aristolochia apresenta uma
diversidade de nimeros de cromossomos, com 2n = 12, 14 ou 16.

A utilizagdo de técnicas como bandeamento cromossdémico tem sido Util para
obtencdo de dados sobre o cariotipo, ajudando a esclarecer as relacdes filogenéticas entre
as espeécies. Diante disso, 0 objetivo do trabalho é determinar o nimero cromossémico e
a composicdo e localizacdo da heterocromatina em espécies pertencentes a familia
Aristolochiaceae através do bandeamento cromossémico com os fluorocromos
CMA/DAPI.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 ANALISE CROMOSSOMICA

Para andlise cromossémica, pontas de raizes foram coletadas e pré-tratadas com
8Hq por 24 h a 10°C, posteriormente, fixadas em Carnoy (3:1 etanol: acido acético) por
2h em temperatura ambiente e depois armazenadas em freezer a -20°C. As raizes foram
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lavadas em agua destilada por cinco minutos e adicionou-se solucéo enzimatica contendo
2% de celulase (Onozuka) e 20% de pectinase (Sigma), por 1h na estufa a 37°C.
Posteriormente, as laminas foram preparadas pelo método de esmagamento em é&cido
acético 60%, a laminula retirada em nitrogénio liquido, secas a temperatura ambiente e
envelhecidas por no minimo trés dias (GUERRA & SOUZA, 2002).

2.2 BANDEAMENTO COM FLUOROCROMOS CMA/DAPI

O protocolo para coloragdo com fluorocromos é o descrito por Carvalho et al.
(2005) com adaptagdes. Apos o envelhecimento, as laminas foram coradas com 10 uL de
CMA (0,1 mg/ml) em camara escura no periodo de uma hora, em seguida foi realizada a
retirada das laminulas com um jato de dgua destilada e secas ao ar. Em seguida, as laminas
foram coradas e montadas com 10uL de DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol - 2 pug/ml)
com meio de montagem tampdo Mcllvaine (pH 7,0). As melhores metafases foram
fotografadas em fotomicroscopio Zeiss com camera de video Axio Cam MRC5 usando o
software Axiovision 4.8.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas duas espécies pertencentes a familia Aristolochiaceae: A.
gigantea Mart. e Aristolochia sp. Ambas espécies apresentaram numero cromossémico
com 2n = 14, corroborando com registros prévios da literatura (Figura 1). Embora Grant
(1982) suponha que o numero cromossdmico bésico para Aristolochia x = 7 seja
improvavel, neste estudo mostra que esse nimero basico é provavel e é frequente em
estudos citogenéticos de outras espécies do género (CCDB, 2022).

A composicdo da heterocromatina encontrada é composta por regides ricas em
GC. Em A. gigantea, foi observado quatro bandas CMA*/DAPI" nas regides terminais
dos cromossomos. J& em Aristolochia sp., observou-se quatro bandas terminais
CMA'/DAPI" e duas bandas CMA*/DAPI® na regi&o pericentromérica dos cromossomos.
A caracterizacao das bandas heterocromaticas, evidenciando a composicao e localizacéo,
podem auxiliar na diferenciacdo entre citdtipos com nimeros cromossdmicos estaveis
(CORDEIRO et al., 2020), como ocorre em Aristolochiaceae. Em estudos realizados por
Berjano et al. (2009) em espécies de Aristolochiaceae, observaram numeros
cromossémicos com 2n = 12, 14, 32 e 34, com regibes heterocromaticas ricas em GC e
AT. Ainda segundo os autores, em espécies pertencentes ao subgénero Aristolochia, as
mudancas na morfologia e 0 nimero de cromossémico, bem como na heterocromatina,
evidencia diferentes graus de diversificacdo do genoma entre espécies deste grupo.
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Figura 1. Células mitéticas de espécies pertencentes a familia Aristolochiaceae. A — C: A. gigantea; D —
F: Aristolochia sp., ambas com nimero cromossémico 2n = 14. Barra em F corresponde a 10um.

4. CONCLUSOES

O namero cromossdmico para as espécies analisadas foi 2n = 14 e a composicao
heterocromatica composta por regides ricas em GC, com predominancia de bandas
heterocromaticas CMA®. A anadlise citogenética de mais espécies da familia
Aristolochiaceae proporcionard o melhor entendimento a sua variagdo cromossdmica e
suas relacdes evolutivas e filogenéticas.
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